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菜花 烙铁 头 蛇 毒 C - 型 凝集 素 基 因 的 克隆 与 序列 分 析 


李 瑞 , 魏 勤 ， 王 婉 瑜 ， 熊 郁 良 ! 
(中 国 科学 院 昆明 动物 研究 所 ， 云 南 昆明 650223) 


摘要 :从 菜花 烙铁 头 蛇 〈 Trimeresurus jerdonii ) 的 毒 腺 中 提取 mRNA ， 采 用 RT-PCR 技术 进行 体外 扩 增 ， 将 
扩 增 产物 克隆 到 PMD18-T 载体 中 ， 最 后 筛选 出 一 个 编码 凝集 素 的 基因 ， 命 名 为 TJL。 由 TJL 基因 序列 推导 的 氨 
基 酸 序列 中 包含 分 别 由 23 和 135 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 信号 肽 和 成 熟 肽 。 氨 基 酸 序列 比较 分 析 表 明 ，TJL 含有 半 
乳糖 结合 位 点 和 钙 离 子 结 合 位 点 ， 与 蚂 科 蛇毒 凝集 素 TSL、PAL、APL 和 RSL 的 同 源 性 较 高 (87.4% ~ 
90.4%)， 与 眼镜 蛇 科 蛇毒 凝集 素 BML 的 同 源 性 较 低 (61.5% )。 


关键 词 : 菜花 烙铁 头 ; C - 型 凝集 素 ; cDNA; 氨基 酸 序列 
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Cloning of cDNA Encoding a C-type Lectin from 
Snake Trimeresurus jerdonii 


Ll Rul, WEI Qin, WANG Wan-yu，XIONG Yu-liang! 


( Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223, China) 


Abstract; Total mRNA was extracted from the venom glands of snakes Trimeresurus jerdonii. The cDNAs encoding 
lectin were amplified by RT-PCR and cloned into PMD18-T vector. The positive clones encoding lectin were selected and 
sequenced, and was named TJL. The deduced amino acid sequence contains 135 residues, preceded by a signal peptide 
of 23 residues, including a galactose-binding site and a Ca2+ binding site. This C-type lectin shows great similarity to 
ones from Viperidae venoms and less similarity to one from Elapidae venom. 


Key words; Trimeresurus jerdonii; C-type lectin; cDNA; Amino acid sequence 


凝集 素 是 不 具有 酶 活性 、 能 较 专 一 地 和 糖 类 结 
合 的 蛋白 质 ， 广泛 分 布 于 动物 、 植 物 和 微生物 中 。 
自从 Gartner et al (1980) 首次 从 茅 头 蝎 ( Bothrops 
atrox) 蛇毒 中 发 现 凝 集 素 后 ， 人 们 已 相继 从 蜂 科 
(Viperidea) 蛇毒 中 分 离 纯化 得 到 许多 凝集 素 ， 其 
中 一 些 测 定 了 和 氨基酸 序 列 ， 如 RSL (Hirabayashi et 
al，1991)、PAL (Nikai et al, 1995)、TSL (Xu et 
al，1999)、APL (Komori et al，1999) 等 , 但 只 有 
TSL 的 基因 序列 被 报道 。 最 近 ，Zha et al (2001) 
从 眼镜 蛇 科 金 环 蛇 ( Bungarus fasciatus ) 和 银 环 蛇 
(Bungarus multicinctus ) 中 克隆 得 到 了 3 个 凝集 素 
基因 BFL-1、BFL-2 和 BML。 蛇 毒 凝 集 素 能 与 半 乳 
糖 或 甘露 聚 糖 结合 ， 引 起 红细胞 凝集 。 从 结构 看 ， 





收藏 日期 ; 2002 - 07 - 25; 接受 月 期 : 2002 - 10 - 14 
1. 通讯 作者 (Corresponding author) ，Fax: 86 - 871 - 5191823 





蛇毒 凝集 素 是 由 两 个 相同 的 亚 基 通过 链 间 二 硫 键 连 
接 组 成 的 同 质 二 聚 体 ， 分 子 量 在 28 kDa 左右 。 每 
个 亚 基 约 由 135 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， 氨 基 酸 序列 中 
含有 一 个 糖 识别 区 域 (carbohydrate-recognition do- 
main, CRD)。 蛇毒 凝集 素 的 糖 结 合 活性 依赖 于 钙 
离子 的 存在 ， 而 且 其 亚 基 的 氨基 酸 序列 中 只 有 一 个 
CRD 结构 ， 因 此 被 划分 为 C - 型 凝集 素 的 亚 家 族 
(Drickamer ，1993 ) 。 

菜花 烙铁 头 蛇 属于 蚂 科 〈Viperidea) 烙铁 头 属 
( Trimeresurus ) ， 主 要 分 布 于 中 国 西南 和 印度 部 分 地 
区 (Zhao，1998)。 我 们 根据 蛇毒 凝集 素 基因 5’ 端 
和 3’ 端 非 翻 译 区 的 保守 序列 设计 引物 ， 首 次 从 荧 
花 烙铁 头 蛇 中 克隆 得 到 凝集 素 基 因 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 材 料 

菜花 烙铁 头 蛇 采 自 云 南 昭 通 ; mRNA 提取 试剂 
您 及 cDNA 合成 试剂 盒 购 自 Promega 公司 ; PCR 反 
应 试剂 盒 、PMD18-T 载体 、E .coli JM109 感受 态 宿 
主 菌 均 购 自 Takara 公司 ; 其 余 试剂 均 为 国产 分 析 
纯 。 
1.2 mRNA 的 提取 

切 下 蛇 头 ， 立 即 放 人 液 氮 中 冷冻 ， 待 用 时 剥离 
毒 腺 于 液 氨 中 研磨 成 粉末 ，mRNA 的 提取 按照 
Promega 公司 mRNA 提取 试剂 盒 说 明 操作 。 
1.3 cDNA 第 一 链 的 合成 

按照 试剂 盒 说 明 操 作 : 5 x 反 转 录 缓 冲 液 5 pL， 
10 mmol /AL dNTP 混 合 物 2 pL ，, Oligod (T)25 
1 pL (1 pg/nL)， 提 取 的 mRNA 样品 1 pg，M-MLV 
反 转 录 酶 1 xL， 加 水 至 总 体积 25 gL，40 人 保温 30 
min。 反 转录 产物 置 - 20 入 保存 。 
1.4 喜 核 背 酸 引物 的 合成 

根据 蛇毒 凝集 素 保守 的 $ 端 和 3’ 端 非 翻 译 区 
序列 (Xu et al，1999; Zha et al，2001)， 设计 出 正 
向 引物 P5: 5'-AGGGAAGGAAGGAAGACCATCGG-3，， 
反 向 引物 P3: 5’-GGGGGCTTCCTTGCTTCTCCAG- 


1 


3'; 并 交 由 Takara 公司 合成 。 
1.5 目的 DNA 的 获得 

以 反 转 录 的 第 一 条 cDNA 链 为 模板 ， 进 行 PCR 
扩 增 ， 反 应 条 件 为 : 94 所 变性 5 min; 94 和 变性 30 
s，52 所 退 火 40s，72 % 延伸 1 min， 共 35 个 循环 ; 
最 后 72 和 延伸 10 min。 取 5yL 反应 产物 电泳 检测 ， 
其 余 - 20 和 保存 。 
1.6 目的 DNA 重组 克隆 

将 PCR 产物 与 PMD18-T 载体 在 16 所 连接 ， 转 
化 至 E.coli JM109 感受 态 细 胞 ， 培 养 于 含 氮 某 青 
考 素 (100 yg/mL)、IPTG 和 X-gal 的 LB 平板 ，37 
% 过 夜 培 养 ， 挑 取 白 色 菌 落 进行 PCR 鉴定 。 
1.7 DNA 序列 测定 和 分 析 

PCR 阳性 克隆 由 上 海 基 康生 物 技 术 有 限 公 司 进 
行 序列 测定 。 采 用 Vector NTI suite 6.0 软件 进行 序 
列 比 较 分 析 。 


结果 与 讨论 


2.1 cDNA 的 扩 增 和 克隆 

根据 蛇毒 凝集 素 基 因 $' 端 和 3’ 端 非 翻译 区 的 
保守 序列 设计 引物 ， 经 PCR 扩 增 得 到 大 小 在 500 bp 
左右 的 产物 ， 克 隆 到 PMD18-T 载体 ， 转 化 至 大 肠 
杆菌 JM109 , 挑 取 阳性 克隆 进行 测序 分 析 ,获得 一 
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AGGGAAGGAAGGAAGACC 
50 


ATGGGGCGATTCATCTTCGTGAGCTTCGGCTTGCTGGTCGTGTTCCTCTCCCTGAGTGGAGCCATAGGCAGTTGTTGTCCC 


MG RF I FV Ss F 6 I I VV F LIL 5 I 5 6G A I6G Ss cc 


100 


PB 
150 


AATGATTGGCTCCCCATGAATGGGATGTGCTACAAGATCTTCGATGAACCGAAGACCTGGGAGGATGCAGAGATGTTCTGC 


N DW L PM NN G MC Y KI 


FE D E 


200 
AGGAAATATAAGCCAGGCTGCCACCTTGCCTCCTTTCACCGCTATGGAGAATCACTTGAGATTGCTGAGTACATCTCTGAC 


R K Y K P 6G C HL A S 
250 


F H R Y G&G E Ss LI E I 


P K TT W E D A E M F C 


A E Y I S D 
300 


TATCACAAACGTCAGGCCGAAGTTTGGATCGGACTGTGGGATAAGAAGAAAGACTTCTCCTGGGAGTGGACGGACAGGTCT 


Y H K Ro A E V Ww I 
350 


G IL W D K K K D 


F S W E W T D R 5S 


400 


TGCACCGACTACCTAACCTGGGACAAAAATCAGCCCGATCACTACCAGAACAAAGAATTCTGCGTTGAGCTTGTGTCCCTT 


Cc TT DY IL TW D K NoQ P DH YY QQ NK E 


F C V E LV S EL 


450 


ACAGGGTATCGCCTGTGGAACGATCAGGAGTGCAAGAACAAGAATGCTTTTCTCTGCCAGTGCAAATACTAGCGCACGTCG 
T GG Y RL WN DD oo EC KN KNA F LL Corc KY 


CTCTTTCTCCCGCTCCGGAAGGAGAGAAGCCCCTGGCGATGTCTGGAGAAGCAAGGAAGCCCCC 


图 1 
Fig .1 


Trimeresurus jerdonit 


菜花 烙铁 头 蛇毒 凝集 素 TJL 的 cDNA 序列 及 推定 的 氨基 酸 序列 


Complete nucleotide sequences and deduced amino acid sequences of TJL from 
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核酸 序列 方向 为 正 向 (由 5’ 端 到 3" 端 ) ， 核 酸 序列 下 为 相应 的 氨基 酸 序列 。 斜 体 字母 表示 信号 肽 序列 。 核 酸 序 
列 的 编号 以 起 始 密码 子 (ATG) 为 1 起 始 。 
The nucleotide residues of coding region are numbered in the $” to 3’ direction. Beneath the nucleotide sequence is the de- 


duced amino acid sequence. The putative signal sequence is shown in italics. The numbering starts at the initial code 
(ATG ) . 


4 期 李 ” 瑞 等 : 菜花 烙铁 头 蛇毒 C - 型 凝集 素 基 因 的 克隆 与 序列 分 析 
































295 





个 凝集 素 基 因 ， 命 名 为 TJL。cDNA 序列 及 推导 出 
的 氨基 酸 序列 见 图 1。 
2.2 序列 分 析 

由 cDNA 序列 推出 的 氨基 酸 序列 表明 ，TJL 亚 
基 NN 末端 有 一 段 由 23 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 疏水 性 
极 强 的 肽 段 ， 与 其 他 蛇毒 凝集 素 序列 进行 同 源 性 比 
较 ， 表明 这 一 炭 自 为 信号 肤 。TJL 的 亚 基 成 熟 肽 由 
135 个 氨基 酸 残 基 组 成 (图 1)， 用 Vector NT] Suite 
6.0 分 析 软 件 计算 出 其 分 子 量 为 16 414 Da， 等 电 点 


dae) 蛇毒 凝集 素 TSL、PAL、APL 和 RSL 的 同 源 
性 较 高 ， 分 别 为 87.4%、90.4%、89.6% 和 
88.1%; 而 与 眼镜 蛇 科 (Elapidae) 蛇毒 凝集 素 
BML 的 同 源 性 较 低 ， 仅 为 61.5%。 大 鼠 肝 脏 去 唾 
液 酸 糖 蛋白 的 受 体 (RASGPR) 是 较 早 确认 的 一 个 
与 半 乳 糖 专 一 性 结合 的 动物 C - 型 凝集 素 ，TJL 与 
其 氨基 酸 序列 同 源 性 仅 为 22.7%。 

已 报道 的 大 多 数 蛇 毒 上 凝集 素 亚 基 的 氨基 酸 序列 
中 含有 9 个 半 鹃 氨 酸 残 基 ， 分 别 位 于 3、14、31、 
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为 5.56。 


将 TL 与 其 他 蛇毒 凝集 素 的 氨基 酸 序 列 进行 同 
源 性 比较 (图 2)， 结 果 表 明 : TJL 与 类 科 (Viperi- 


38、86、106、123、131 和 133 位 点 ， 如 RSL、 
APL 和 PAL 等 。TJL 亚 基 的 氨基 酸 序列 中 共有 10 
个 半 肛 和 氨 酸 残 基 , 与 上 述 蛇 毒 凝集 素 相 比 多 一 个 半 


TJL MGRFIFVSFGLIwwFLSLsGarGS 回 cpNDWLPMNGMCYKIFDEPKTWEDAEMECRKYKpG 
TSL MGRFIFVSFGLLVVFLSLSGAKGSOCTNDSLPMNGMCYKI FDEPKTWEDAEMFCRKYKPG 
PA 和 生 证 车 汪 避让 二 二 半天 下 站 生生 和 一生 六 一 NNCPPDWLPMNGLCYKI FDELKAWEDAERFCRKYKPG 
APL -~ NNCPHDWLPMNGLCYKIFDELKAWEDAERFCRKYKPG 
及 SS 有 NNCPLDWLPMNGLCYKIFNOLKTWEDAEMFCRKY KPG 
BML MGAHFTFTGLCLLAMFLSLRGAECYTCPIDWLPKNGLCYKVEFSKHKTWFDASKYCRKEKPG 
RASGPR -~----~---------------~~-~ ICCPINWVEYEGSCYWEFSSSVKPWTEADKYCQLEN-— 
40 50 60 70 80 90 
TJL CHLASFHRYGESLEIAEYISDYHKRQAEVWIGLWDKKKDESWEWTDRSCTDYLTWDKNQP 
TSL CHLASFHRLAESLDIAEYISDYHKRQAEVWIGLLDRKKDFSWEHTDRSCTDYLNWDKNQP 
PAL CHLRSEHOYGESLEIAEYISDYHKGQREVWIGLWNDKKKDESWEWTDRSCTDYLTWDKNOP 
ABPL CHLASFHTYGESLEIAEYI SDYHKGQAEVWIGLWDKKKDFSWEWTDRSCTDYLTWDKNQP 
RSL CHLASFHRYGESLEIAEYISDYHKGQENVWIGLRDKKKDESWEWTDRSCTDYLTWDKNQP 
BML CHLASLHSNADAVEFSEYISDYLTGRGHVWIGLRDTKKKYIW3SWTDRSRTDFEFLPWRKNQP 
RASQGPR AHLVVVTSWEE~----~ QREVOQHMGPLNTWIGLTDONGPWKWVDGTDYETGFKNWRPGQP 
i100 110 120 i130 
TJL DHYQNK-~EFCVELYSLTIGYRLWNDQECKNKNAFLCOCKY---- 
TSL DHYKDK-~EFCVELVSLTGYHRWNDQVCESKNSFLCQCKF----— 
PAL DHYQNK-~EFCVELVSLTGYRLWNDOQOVCGSKNAFLCQOCKE--~-~ 
APL DVYQNK-~EFCVELVSLTGYRLWNDQVCESKNAFLCOCSF~~~~ 
RSL DHYQNEK~-~EFCVELVSLTGYRLWNDQVCESKDAFLCQOCKRE--~-~ 
BML, DHENNN--EFCVEIVNETGYLOWNDDNCARLRPEFLCRCSY---- 
RASGPR 


DDNWYGHGLGGGEDCRAHETTDGHWNDDVCRRPYRNVCETELGKRN 


图 2 菜花 烙铁 头 蛇毒 凝集 素 TJL 与 其 他 蛇毒 凝集 素 及 RASGPR 的 氨基 酸 序列 比较 
Fig.2 Comparison of amino acid sequences of TJL from Trimeresurus jerdonii with those of 
other snake venom C-type lectins and RASGPR 

黑体 字母 表示 凝集 素 氨基 酸 序列 里 的 保守 残 基 ， 下 注 点 表示 保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 ， 加 框 表 示 额 外 的 半 胱 氨 酸 残 
基 。 斜 体 字母 表示 信号 肽 序列 。 序 列 中 加 “ - ”便于 同 源 性 比较 。 序 列 TSL 引 自 Xu el aa (1999); PAL 引 自 
Nikai et al (1995); APL 引 自 Komori et al (1999); RSL 引 自 Hirabayashi et al (1991); BML 引 自 Zha et al 
(2001); RASGPR 引 自 Drickamer et al (1984)。 

The numbering is based on the sequence of each protein. Conserved residues are bold. Dots indicate the position of well- 
conserved cysteine residues. The additional cysteine residues are boxed The putative signal sequence is shown in italics - 
Gaps have been inserted to maximize similarity Sequences were from the following sources: TSL from Xu et al (1999); 
PAL from Nikai et al (1995); APL from Komori et al (1999); RSL from Hirabayashi et al (1991); BML from Zha et a 
(2001); RASGPR from Drickamer et al (1984). 
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胱 氨 酸 残 基 Cys2， 这 一 特点 与 竹叶青 蛇毒 凝集 素 
TSL 相同 。 以 TSL 的 分 子 结构 为 模型 ， 推 测 TJL 亚 
基 有 4 对 链 内 二 硫 键 : Cys3-Cys14、Cys31-Cys131、 
Cys38-Cys133 和 Cys106-Cys123， 而 链 间 二 硫 键 
Cys2-Cys86 将 TJL 的 两 个 亚 基 连接 形成 一 个 同 构 二 
聚 体 。 

TJL 属于 C - 型 凝集 素 的 证 家 族 。 与 其 他 蛇毒 
凝集 素 相 同 ，TJL 亚 基 的 氨基 酸 序列 中 只 有 一 个 糖 
识别 结构 (CRD )。Drickamer (1988) 对 动物 来 源 
的 C- 型 凝集 素 的 糖 识别 结构 (CRD) 进行 了 比 
较 ， 发 现 一 般 有 18 个 氨基 酸 残 基 相 对 保守 。 而 在 
TJL 亚 基 的 氨基 酸 序列 中 有 16 个 氨基 酸 残 基 是 相 
对 保守 的 ， 它们 分 别 为 Gly-12、Cys-31、Gly-69、 
Thr-82、 Asp-83、 Thr-87、 Trp-92、 Pro-97、 Glu- 
104、Cys-106、Gly-114、Trp-118、Asn-119、Asp- 
120、Cys-123 和 Cys-131; 在 TSL 亚 基 的 氨基 酸 序 
列 中 仅 有 11 个 氨基 酸 残 基 是 保守 的 。 此 外 ， 蛇 毒 
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凝集 素 的 CRD 结构 中 有 一 段 与 糖 识别 专 一 性 有 关 
的 三 肽 结构 。 在 与 半 乳 糖 结合 的 蛇 毒 凝集 素 中 ， 这 
个 三 肽 结构 为 Cln-Pro-Asp (QPD); 而 在 与 甘露 聚 
糖 结 合 的 蛇毒 凝集 素 中 ， 这 个 三 肽 结构 为 Glu-Pro- 
Asn (EPN) (Drickamer，1992)。 在 了 TJL 亚 基 的 毛 
基 酸 序列 中 ,第 118 - 120 位 点 也 有 一 个 三 肽 结构 
Gln-Pro-Asp (QPD); 因此 ，TJL 可 能 与 半 乳 糖 专 
一 性 结合 。 同 时 ,在 TJL 亚 基 的 氨基 酸 序列 中 发 现 
有 Ca2+ 结合 位 点 Glu-127、Asn-142 和 Asp-143 
(Drickamer，1992)， 这 表明 TJL 的 糖 结合 活性 可 能 
是 依赖 于 Ca** 的 。 

本 文 首次 报道 了 菜花 烙铁 头 蛇毒 凝集 素 的 基 
因 。 此 基因 编码 的 氨基 酸 序列 与 其 他 蛇毒 凝集 素 的 
氨基 酸 序列 有 很 高 的 同 源 性 ， 为 今后 研究 蛇毒 凝集 
素 基 因 的 多 样 性 提供 了 基础 资料 ， 对 深入 研究 蛇毒 
凝集 素 结构 和 功能 的 关系 创造 了 良好 的 条 件 。 
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